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han  descrito  en  la  familia  de  las  fabáceas  (De  Vries  y  col.,  1983;  De  Vries  y  col.,  1985; 
Williams  y  col.,  1990; Muñoz  y  col.,  1997).  La  secuencia  PsaST2  de  Pisum  sativum  fue  el 
primer  cDNA  de  tipo  ST  descrito  en  la  bibliografía  y  se  identificó  como  un  transcrito 
específico de tallos (stem specific, lo que da nombre a la familia ST) (De Vries y col., 1983).  








en  CarST2  (Muñoz  y  col.,  1997).  Las  secuencias  que  se  repiten  presentan  una  elevada 
similitud  entre  sí  y  todas  ellas  contienen  la  secuencia  de  aminoácidos  [‐(D/E)FEPRP‐‐‐‐Y‐], 
apareciendo en algunos casos en la zona entre la segunda Pro y la Tyr un posible sitio de N‐
glicosilación (Asn‐X‐Ser) (De Vries y col., 1985; Williams y col., 1990; Muñoz y col., 1997). 
La  presencia  de  repeticiones  en  tándem  es  una  de  las  características  estructurales  de 
estas proteínas  ST. Actualmente  se piensa que aproximadamente el  14 % de  las proteínas 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contienen  secuencias  repetidas,  siendo más  abundantes  en  eucariotas  que  en  procariotas 
(Marcotte  y  col.,  1999).  Algunos  autores  sostienen  que  estas  repeticiones  pueden 
determinar la estructura y función de las proteínas (Katti y col., 2000; Kajava, 2012). 
Las proteínas con repeticiones en tándem presentan características muy variables, tanto 
en  la secuencia de  la repetición como en el número y disposición de  las repeticiones en  la 
proteína,  por  lo que  se han definido diferentes  categorías que  facilitan  su estudio.  Katti  y 
col. (2000) establecieron tres grupos de proteínas con oligopéptidos repetidos atendiendo a 
la  longitud del oligopéptido,  si bien, más  recientemente,  como consecuencia del  aumento 
de  proteínas  cuya  estructura  secundaria  y  terciaria  se  ha  determinado,  Kajava  (2012)  ha 
establecido  5  clases  de  proteínas  con  repeticiones  en  tándem  en  función  de  su 
conformación tridimensional.  
En la Clase III de Kajava (2012) se encuentran proteínas con estructuras alargadas donde 
las  unidades  repetidas  se  necesitan  unas  a  otras  para mantener  la  conformación.  En  esta 
Clase, las proteínas presentan repeticiones de entre 5 y 40 aminoácidos que pueden adoptar 
plegamientos  tipo  solenoide  o  no  solenoide.  Las  repeticiones  se  acumulan  en  un  número 
indefinido  y  la  superestructura  que  se  forma  va  adquiriendo  cierto  grado  de  curvatura. 
Dentro de este grupo se encuentran  las proteínas con repeticiones ankirina (Mosavi y col., 
2002),  armadillo  (Peifer  y  col.,  1994),  LRR  (ricas  en  leucina)  (Kobe  y  Deisenhofer,  1994; 
Kajaba, 1998), TPR (tetratricopeptide repeat)  (Sikorski y col., 1990), PPR (pentatricopeptide 
repeat)  (Small  y Peeters, 2000),  las proteínas anticongelantes  con  repeticiones  IRI  (Davies, 





atendiendo a  la  longitud de  las repeticiones de  las de guisante y garbanzo (De Vries y col., 





y  col.  (2010)  demostraron  que  las  proteínas  con  repeticiones  en  tándem  perfectas  o  casi 




gran  ventaja  funcional,  permitiendo  su  unión  con  un  amplio  conjunto  de  ligandos  como 
membranas, proteínas, ácidos nucleicos o pequeñas moléculas (Uversky, 2010). Algunas IUP 
participan en procesos tan relevantes como la transducción de señales (proteínas GRAS), la 
regulación  de  la  transcripción  (factores  de  transcripción  de  la  familia  NAC  o  bZip),  la 
percepción de la luz (proteínas CRY) o la respuesta al estrés abiótico (proteínas LEA) (Sun y 
col., 2013). 
Las proteínas  ST  tienen un péptido  señal  que  indica  su posible  localización en  la pared 
celular,  por  lo  que  podría  tratarse  de  algún  tipo  de  proteína  estructural  de  la  misma 
(Albornos y col., 2014),  si bien estas pertenecen a  la Clase  II de Kajava  (2012) y presentan 
repeticiones de 2 a 5 aminoácidos que no coinciden con  las de  las ST. El  trabajo  realizado 
por Albornos y col. (2014) determinó que las ST no pertenecen a ninguno de los siguientes 
grupos  de  proteínas  de  pared  celular:  ricas  en  hidroxiprolina,  ricas  en  prolina,  ricas  en 
glicina,  ni  arabinogalactano  proteínas.  A  pesar  de  ello,  las  proteínas  ST  de  garbanzo  sí  se 
encuentran en la pared celular, bien unidas débilmente por enlaces iónicos o solubles en el 
apoplasto  (Albornos  y  col.,  2014),  aunque  también  se han encontrado en  el  interior  de  la 
célula (Albornos, 2010; Albornos y col., 2014). 
Se desconoce la función de las proteínas ST en el desarrollo de la planta aunque se han 
relacionado  fundamentalmente  con  los  procesos  de  crecimiento  (De  Vries  y  col.,  1985; 
Williams y col., 1990; Muñoz y col., 1997; Hernández‐Nistal y col., 2006) y con el desarrollo 
de frutos y semillas (Williams y col., 1990; Waters y col., 2005; Levi y col., 2006; Fernández y 
col.,  2007;  Wechter  y  col.,  2008;  Albornos  y  col.,  2014).  Además  se  ha  establecido  su 
intervención  en  la  asociación  de  la  planta  con  hongos  micorrícicos  (Wulf  y  col.,  2003; 
Hohnjec y col., 2005; Liu y col., 2007). 
La función de las proteínas ST en el crecimiento celular ha sido la más estudiada hasta el 
momento ya que,  en un primer momento,  el  perfil  de acumulación de  los  transcritos que 




(Hernández‐Nistal  y  col.,  2006) durante  la  germinación en  sentido estricto,  apareciendo al 
comenzar  la elongación del epicotilo y alcanzando su máxima acumulación en el momento 




transcritos  ST  y  la  tasa  de  crecimiento  no  se  encontró  únicamente  en  los  epicotilos  de 
plántulas etioladas sino también en los tallos de plantas de más edad, al analizar la cantidad 
de  transcritos  que  presentaban  los  diferentes  entrenudos.  Así,  los  transcritos  PsaST2 
(Williams  y  col.,  1990)  y  CarST1  (Muñoz  y  col.,  1997)  eran  más  abundantes  en  los 
entrenudos  más  apicales,  con  mayor  tasa  de  crecimiento,  que  en  los  entrenudos  más 
basales,  reforzando  la  relación de  las proteínas ST con este proceso. Esta  relación entre  la 
abundancia de mRNA y la tasa de crecimiento no se pudo establecer para los transcritos del 
gen CarST2 (Muñoz y col., 1997).  
Aunque  todas  las  hormonas  vegetales  se  han  asociado  de  un  modo  u  otro  con  la 
regulación  del  crecimiento  vegetal,  solo  auxinas,  citoquininas  (CK),  giberelinas  (GA)  y 
brasinólidos  (BL)  se  han  considerado  esenciales  para  este  proceso  (Depuydt  y  Hardtke, 
2011). Otras hormonas, como el ácido abscísico (ABA), se han relacionado con la reducción 
en la tasa de crecimiento que se produce cuando la planta se enfrenta a algún tipo de estrés, 
como  la  sequía,  la  salinidad  o  las  altas  temperaturas.  El  análisis  del  efecto  de  estas 
hormonas  en  la  acumulación  de  los  transcritos  ST  de  garbanzo  indicó  que  su  incremento 
durante  el  crecimiento  no  se  encontraba  mediado  por  auxinas  o  BL,  ya  que  cuando  se 
expusieron  los  epicotilos  a  estas  hormonas  se  redujeron  los  niveles  de  los  transcritos  ST 
(Muñoz y col., 1997). Estos estudios se complementaron con el análisis de los transcritos en 
condiciones  de  inhibición  del  crecimiento  del  epicotilo  provocada  por  ácido  abscísico 
(Hernández‐Nistal y col., 2010) o por diferentes condiciones de estrés abiótico (Muñoz y col., 
1997; Hernández‐Nistal y col., 2010), encontrándose en todos los casos que la inhibición del 














de  reserva  vegetativa  (VSP)  (Albornos  y  col.,  2014)  que  pudiera  servir  como  fuente  de N2 
durante  el  crecimiento  de  la  planta  y  que  no  estuviese  directamente  relacionada  con  el 
proceso  de  elongación.  Las  VSP  son  un  grupo  de  proteínas  muy  heterogéneo  que  no 
muestran  similitud en  la  secuencia de aminoácidos ni en  la estructura de  la proteína y no 
parecen  estar  relacionadas  filogenéticamente  entre  sí  (Cooke  y Weih,  2005),  lo  que  hace 
difícil  determinar  por  comparación de  secuencias  si  una proteína de  función desconocida, 
como las ST, pertenece a este grupo. Algunas proteínas VSP presentan actividad enzimática 
y  su  función  puede  estar  relacionada  con  la  misma  (Andrews  y  col.,  1988;  Spilatro  y 
Anderson, 1989; Selengut, 2001; Meuriot y col., 2004; Tian y col., 2007). Las características 









(Albornos  y  col.,  2014).  Adicionalmente,  diferentes  estudios  encaminados  a  esclarecer  el 
desarrollo  de  este  órgano  en Vitis  vinifera  (Waters  y  col.,  2005;  Fernández  y  col.,  2007)  y 
Citrullus lanatus (Levi y col., 2006; Wechter y col., 2008) apoyaron la posible función de las 








Las proteínas ST parecen participar  también en el desarrollo de  las  semillas, al haberse 
localizado la proteína CarST1 en la testa y el parénquima de reserva de las misma (Albornos 
y col., 2014), aunque no se detectaron los transcritos que las codifican (Muñoz y col., 1997). 
Su  presencia  en  este  parénquima  de  reserva  y  su  acumulación  en  los  cotiledones  de  las 
semillas  secas,  que  disminuye  durante  la  germinación  hasta  desaparecer  cuando  estos 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cotiledones  se  encuentran  exhaustos  (Albornos  y  col.,  2014),  podrían  apuntar  a  que  esta 
proteína  fuera  una  proteína  de  reserva  en  la  semilla.  Las  únicas  proteínas  de  reserva  de 
semillas  con  repeticiones  en  tándem  son  las  prolaminas,  características  de  las 
monocotiledóneas, al que podrían pertenecer  las proteínas ST, si bien se diferenciarían de 
ellas,  al  igual  que  ocurre  con  las α‐zeínas,  y  serían  el  equivalente  de  estas  proteínas  en 
dicotiledóneas.  Sin  embargo,  las  diferencias  en  la  acumulación  de  los  transcritos  y  las 
proteínas ST de garbanzo (Albornos, 2010; Albornos y col., 2014) no permite confirmar que 
su función en la semilla esté relacionada con la acumulación de reservas y podría tener otra 
función  en  las  semillas  independientemente  de  que  pudiera  usarse  como  fuente  de  N2 
durante la germinación (Albornos y col., 2014). 
Finalmente,  el  estudio  de  las  asociaciones  biotróficas  entre  las  plantas  y  los  hongos 
formadores de micorrizas ha llevado a relacionar un transcrito ST de la leguminosa modelo 
Medicago  truncatula  (TC107197)  (Wulf  y  col.,  2003)  con  esta  interacción  simbiótica.  Este 
transcrito, que hemos identificado como MtrST6 en este trabajo, es específico de raíces que 
establecen  micorrizas  arbusculares  (Wulf  y  col.,  2003;  Liu  y  col.,  2007).  De  hecho,  se 
considera que el gen que codifica esta ST podría  formar parte del núcleo de genes que se 
inducen  cuando  la  planta  interacciona  con  hongos  formadores  de micorrizas  (AMF)  (Liu  y 
col.,  2007).  La  simbiosis  con  AMF  es  la  más  antigua  y  extendida  de  las  simbiosis  planta‐
microorganismo. El 80 % de las plantas terrestres son capaces de interaccionar con hongos 
del  phylum  Glomeromycota  (Schüßler  y  col.,  2001).  Esta  interacción  procura  a  la  planta 
nutrientes  minerales,  especialmente  fósforo,  y  mejora  la  absorción  de  agua.  En 






proteína  ST  de M.  truncatula  puede participar  en  el  establecimiento  de  interacciones  con 







sobre  todo C. arietinum y P. sativum, pero  también V. vinifera, C.  lanatus y M. truncatula, 
han  permitido  relacionarla  con  diferentes  funciones  durante  el  desarrollo  de  la  planta: 
crecimiento, formación de frutos y semillas e interacciones bióticas.  
El  objetivo  general  de este  trabajo es definir  y  caracterizar  la  familia de proteínas  ST  y 
obtener una visión global de su posible participación en diferentes procesos del desarrollo 











ellas  para  establecer  sus  características;  y  si  es  posible,  se  identificará  el  origen  de  las 














Objetivo  2:  Determinar  la  localización  subcelular  de  las  distintas  proteínas  ST  de  M. 
truncatula.  
El lugar en el que se localiza una proteína a nivel celular determina el rango de funciones 
en  las que puede estar  implicada. Así,  es muy  relevante  conocer dónde  se encuentran  las 
proteínas  ST  en  la  célula,  lo  que  nos  permitirá  acotar  las  posibles  funciones  en  las  que 
pueden participar.  






Los  promotores  constituyen  uno  de  los  puntos  clave  en  la  regulación  de  la  expresión 
génica. El análisis de  la secuencia de  los promotores ST y  la determinación de su actividad 
aportará una visión global de  los momentos en  los que se  induce  la  transcripción de cada 
uno  de  los  miembros  de  la  familia  ST  de  M.  truncatula  a  lo  largo  de  su  desarrollo. 













ayudará  a  relacionar  cada  miembro  de  la  familia  con  los  procesos  en  los  que  podría 
participar.  Además,  el  análisis  comparativo  entre  los  niveles  de  acumulación  de  los 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transcritos  ST  en  diferentes  órganos  y  situaciones,  y  la  actividad  del  promotor 
correspondiente  en  esas  mismas  circunstancias  (objetivo  3)  puede  indicar  si  existe 
regulación transcripcional a otros niveles o algún tipo de regulación post‐transcripcional. 
Para  completar  este  objetivo  se  determinará  por  RT‐sqPCR  (transcripción  reversa 
acoplada  a  PCR  semicuantitativa)  los  niveles  de  cada  transcrito  en  distintos  órganos  de 
plantas de M. truncatula desde su germinación hasta el final de su desarrollo. Por otra parte, 
se valorarán los cambios producidos en la acumulación de estos transcritos cuando la planta 





secuencias  que  presentaran  similitud  con  las  ST  de  guisante  y  garbanzo,  dando  como 
resultado 327 secuencias nucleotídicas que codificaban 136 proteínas diferentes. 
Todas  las  secuencias  ST  pertenecían  a  especies  de  angiospermas,  en  concreto  a  las 
dicotiledóneas  (65  géneros)  repartidas  mayoritariamente  en  la  familia  Fabaceae  (24 %)  y 
Asteraceae (19 %), sin encontrarse en familias como las Brasicaceae. 
Todos  los genes presentaban un  intrón en  la  zona 5’ de  la ORF y  codificaban proteínas 
altamente  hidrofílicas  de  tamaño  variable.  En  conjunto,  el  36 %  de  las  proteínas  ST  están 








presenta  una  serie  de  características  conservadas;  y  una  región  con  una  secuencia  de 







(83 %  de  las  proteínas)  que  eran  Tyr  y  Trp,  respectivamente,  siendo  éste  generalmente 





para,  finalmente,  terminar  con  una  repetición  truncada  que  solía  tener  13  aminoácidos. 




la  siguiente  secuencia:  (E/D)FEPRP.  A  continuación,  se  encontraban  4  aminoácidos  que 
constituyen la denominada región X4, tetrapéptido cuya secuencia se ha utilizado como base 







‐  Tipo  I:  se  caracteriza  porque  el  patrón X4  presenta  la  secuencia  consenso:  SxTx  (x  = 
Lys,  Val,  Ala  o  Gly).  En  este  tipo  el  tetrapéptido  no  determina  un  sitio  de  N‐
glicosilación.  
‐  Tipo  II:  en  este  tipo  el  patrón  X4  presenta  Asn  en  la  primera  posición  e  incluye  dos 
subtipos. El  subtipo  IIa, con un patrón X4: NxSx  (x =  Ile, Val o Ala) que determina un 





El  árbol  filogenético  realizado  permitió  demostrar  que  las  secuencias  se  agrupaban 
principalmente  por  familias  taxonómicas,  aunque  dentro  de  cada  familia  las  proteínas  se 
agrupaban de acuerdo a los dos tipos mayoritarios establecidos en este trabajo (tipo I y tipo 
II). 
La mayoría  de  las  secuencias  ST  encontradas,  un  46 %  (149  secuencias),  se  aislaron  de 
genotecas  de  cDNA  construidas  a  partir  de mRNA procedente  de  raíces  o  radículas  de  31 
especies  diferentes,  mientras  que  el  resto  de  las  secuencias  se  hallaron  en  genotecas 
construidas a partir de mRNA de otros órganos. Del total de las secuencias, el 7,3 % procedía 
de  semillas;  el  6,7 %  de  hojas;  el  5,2 %  de  órganos  elongantes  (hipocotilos,  epicotilos  y 
tallos);  el  2,4 % en  frutos;  y  el  resto de  flores, haustorios,  yemas u otros,  con porcentajes 
menores al 2 %. Con respecto a las condiciones de crecimiento de las plantas en las que se 
encontraron  transcritos  ST,  122  secuencias  (37,3 %)  se  hallaron  en  plantas  que  habían 
crecido en condiciones de estrés o en presencia de algún tratamiento específico, siendo los 
mas  destacados  los  encontrados  en  genotecas  de  plantas  sometidas  a  estrés  hídrico  o  de 
plantas estableciendo interacciones micorrícicas. 
Sección 2: Localización subcelular de las proteínas ST de Medicago truncatula 
La  producción  de  proteínas  fusionadas  a  GFP  es  una  metodología  que  permite  la 
localización subcelular de las mismas. Con este objetivo se clonaron las ORF de los 6 genes 
ST  de  M.  truncatula  (números  de  acceso:  LN827607,  LN827608,  LN827609,  LN827610, 
LN827611  y  LN827612,  respectivamente  para  las  ORF  ST1,  ST2,  ST3,  ST4,  ST5  y  ST6),  se 
construyeron  los vectores binarios pK7FWG2.ST y  se construyeron plantas  transgénicas de 
A.  thaliana por  transformación con Agrobacterium tumefaciens. Estas plantas  transgénicas 
p35S::ST‐eGFP producen las proteínas ST de M. truncatula fusionadas a GFP en su extremo 
C‐terminal,  de  modo  que  no  interfiera  con  el  procesamiento  del  péptido  señal  que  se 
encuentra en el extremo N‐terminal.  
El  análisis  de  la  localización  subcelular  de  las  proteínas  ST  en  las  raíces  de  las  plantas 







Al  aplicar  manitol  a  las  raíces  y  provocar  la  plasmólisis  celular  se  observó  que  las 
proteínas  ST  se mantuvieron  en  la  pared  celular  pero  además  3  de  ellas,  en  concreto  las 
proteínas ST2, ST3 y ST6, también se encontraron en el citoplasma retraído, como se dedujo 
de la presencia de fluorescencia verde en el interior del citoplasma y que no colocalizó con 
la pared celular  teñida con yoduro de propidio. Esta doble  localización es muy clara en  las 
plantas transgénicas p35S::ST3‐GFP. 
Sección 3: Análisis de la actividad de los promotores ST de Medicago truncatula  
El  análisis  de  la  actividad  de  los  promotores  ST  (pST)  de M.  truncatula  se  abordó  de 
diferentes  maneras:  en  primer  lugar  se  hizo  un  estudio  bioinformático  para  encontrar 
elementos cis reguladores (CRE) conocidos en la secuencia de los mismos y, posteriormente, 
se  construyeron  plantas  transgénicas,  tanto  de A.  thaliana  como de M.  truncatula,  en  las 
que cada pST dirige la expresión de un gen reporter y se estudió su actividad in vivo. 
El  análisis  de  promotores  in  silico  se  ha  convertido  en  una  fuente  de  información muy 
importante para el  estudio de  la  regulación  transcripcional de  los  genes.  El  software TSSP 
predijo  la presencia de  la caja TATA en todos  los pST. El análisis de  las secuencias de  los 6 
pST  utilizando  las  bases  de  datos  PLACE  y  PlantCARE  permitió  identificar  133  motivos 




otros  elementos  (otros).  El  análisis  detallado  de  la  distribución  de  CRE  en  la  familia  pST 
reveló que todos los promotores contenían al menos un 40 % de elementos para controlar la 
actividad  específica  en  órganos  y  tejidos,  siendo  la  más  abundante  la  relacionada  con  la 
actividad en semillas (entre un 20 % y un 30 %), sobre todo en pST1 (28 %) y pST5 (30 %). La 
categoría  de  respuesta  a  hormonas  constituyó  aproximadamente  un  10 %  de  los  CRE  en 
todos  los  promotores  excepto  en  el  pST1,  que  sólo  contenía  un  5 %  de  este  tipo  de 










La  producción  de  proteínas  reporter  como  GUS  o  GFP  bajo  un  promotor  específico, 
permite determinar la actividad del mismo. Con este objetivo se clonaron los promotores de 
los  6  genes ST  de M.  truncatula,  se  construyeron  los  vectores binarios  pKGWFS7.pST  y  se 
introdujeron  por  electroporación  en  A.  tumefaciens.  Con  estas  agrobacterias  se 
transformaron  plantas  de A.  thaliana  por  inmersión  floral  y  plantas  de M.  truncatula  por 
cocultivo  seguido de  embriogénesis  somática,  obteniéndose diferentes  líneas  transgénicas 
de  cada  promotor.  Estas  plantas  transgénicas  pST::eGFP‐GUS  (abreviadamente  pST::GUS) 
expresan las proteínas GUS y eGFP bajo los promotores de los genes ST (pST1, pST2, pST3, 
pST4  y  pST6).  La  clonación  del  promotor  pST5  no  se  ha  podido  llevar  a  cabo  hasta  hace 
pocos meses y por ello no se recoge el análisis de las correspondientes plantas transgénicas. 

















la  especificidad  de  estos  promotores.  La  actividad  del  pST1  se  restringió  al  androceo, 
mientras  que  el  pST2  presentó  actividad  en  el  estilo  de  la  flor  desde  el  inicio  de  su 
formación, manteniéndose a lo largo del desarrollo del gineceo. El rasgo diferencial del pST3 
fue  su  actividad  inicialmente  localizada  en  los  óvulos  y  posteriormente  en  las  semillas 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durante  su desarrollo.  El pST4  apenas presentó actividad durante el  desarrollo de  flores  y 
frutos. Finalmente, pST6 se mostró activo, de forma casi exclusiva, en el septo del ovario.  










característica  de  barril,  momento  en  que  tanto  el  funículo  como  el  hilio  de  la  semilla 
presentaron coloración azul. En cortes transversales de  las raíces etioladas de plántulas de 
6 d,  la  actividad  pST1  se  observó  en  todo  el  cilindro  central,  siendo  más  intensa  en  el 
periciclo,  lo  que  también  ocurrió  en  las  raíces  de  plántulas  verdes.  En  estas  últimas,  la 




como  se  confirmó  en  las  raíces  secundarias,  cuya  base  apareció  claramente  azul,  y  en  la 
región más  apical  de  la  raíz  principal.  Este  promotor  fue  activo  en  el  tallo  y  las  hojas  de 




presentaba espinas  y  comenzaba a endurecerse,  la  tinción azul  se mantuvo en  la  zona de 








En  plántulas  y  órganos  vegetativos  de  plantas  adultas  el  patrón  de  actividad  GUS 
controlado  por  pST3  presenta  ciertas  similitudes  con  el  encontrado  en  las  plantas 
transgénicas  pST2::GUS.  El  patrón  de  actividad  GUS  en  las  flores  y  en  los  frutos  fue,  sin 
embargo, diferente. Durante  la  formación de  las  flores,  el  promotor pST3  se  activó en  los 
estambres  de  forma  transitoria  y  las  semillas  aparecieron marcadas  desde  el  inicio  de  su 
desarrollo hasta que el fruto alcanzó su morfología definitiva, sin que se detectara marcaje 
en  la  etapa  final  de  su  formación.  Los  frutos  aparecieron  marcados  a  lo  largo  de  su 
desarrollo. En los cortes histológicos se confirmó claramente que la actividad pST3 en la raíz 
fue  mucho  menor  en  plántulas  etioladas  que  en  verdes,  mientras  que  los  frutos  de  las 
plantas transgénicas pST3::GUS en distintos estados de desarrollo mostraron una actividad 
muy específica de este promotor. 
Al  igual  que  ocurrió  al  analizar  la  actividad  de  otros  pST,  la  tinción  GUS  en  plántulas 
pST4::GUS se asoció a los haces vasculares y fue decreciendo con la edad. El promotor pST4 
fue  el  único  que  se  activó  en  los  botones  florales  en  etapas  muy  tempranas,  si  bien  su 
actividad fue decreciendo rápidamente según avanzaba su desarrollo. Una vez producida la 
fecundación,  el  fruto  mostró  inicialmente  actividad  del  promotor  en  la  zona  apical  y 
posteriormente  a  lo  largo  de  todo  el  órgano.  Este  marcaje  se  apreció  claramente  en  el 
funículo pero no se extendió a las semillas. El promotor se activó fuertemente en los tejidos 























Debido  a  la  elevada  similitud  de  secuencia  que  presentan  los  genes  ST  entre  sí  fue 
necesario verificar que los cebadores diseñados reconocían exclusivamente a cada miembro 
de  la  familia.  Esto  se  realizó  por  PCR  utilizando  los  pares  de  oligonucleótidos  diseñados 
utilizando como molde las ORF clonadas, gDNA y mRNA. 
Se  estudió  en  primer  lugar  la  acumulación  de  los  transcritos  de  los  6  genes  ST  de M. 








Al  igual  que  en plántulas  etioladas,  en  las  verdes  se  encontraron mayoritariamente  los 
transcritos de  los genes ST1, ST2  y  ST3,  siendo este último el más abundante en todos  los 
órganos.  En  plántulas  verdes  también  se  detectaron  los  transcritos  ST6  que  no  se  habían 
detectado en las etioladas. Cada uno de los transcritos presentó un perfil diferente, aunque 
al igual que en plántulas etioladas, los transcritos ST1, ST2 y ST3 presentaron un máximo de 





transcritos,  salvo  ST3,  fueron  mucho  más  abundantes  en  la  raíz  que  en  las  hojas  y  por 




Para  estudiar  los  niveles  de  los  transcritos  ST  durante  la  etapa  reproductora,  se 
establecieron 3 estados de desarrollo de las flores y 3 de desarrollo de los frutos (1 a 3 de 
menor a mayor). Además se analizó la presencia de transcritos en la semilla verde. A lo largo 
de  las  distintas  etapas  estudiadas  se  detectaron  todos  los  transcritos  de  la  familia  ST, 
excepto ST5, que no se encontró en ningún caso, y ST4, que solo se halló en los estados 1 y 2 
de flores. Los transcritos ST1, ST2 y ST3 se acumularon sobre todo en el estado 2 de flores y 
en  el  3er  estado  de  desarrollo  de  frutos.  Finalmente,  los  transcritos  ST6  se  detectaron  en 
todos los materiales estudiados, aunque su perfil de acumulación difiere del encontrado en 
ST1, ST2 y ST3. 
Después de estudiar  los niveles de cada transcrito ST en  los distintos órganos a  lo  largo 




los  transcritos de  la  familia ST,  excepto  los  transcritos ST4  y ST5  que no  se detectaron en 
ningún caso. Se pueden establecer 3 patrones diferentes en la acumulación de transcritos: el 
ST1 y el ST6 se comportaron de forma diferente, mientras que el ST2 y el ST3 compartían el 








y  ST6  aumentaron  notablemente.  Asimismo  las  carencias  nutricionales  afectaron  más 
claramente  a  los  transcritos  ST1.  Solo  las  altas  temperaturas  tuvieron  un  claro  efecto 
inhibidor de la acumulación de transcritos ST. 
Para completar este estudio, se analizó el efecto que causaron sobre la acumulación de 
los  transcritos  ST  las  principales  hormonas  que  regulan  las  respuestas  de  la  planta  a  la 
interacción con otros organismos (metil jasmonato, MeJA; etileno, ET; y ácido salicílico, SA), 
algunas combinaciones de ellas y la herida mecánica. Estos compuestos produjeron cambios 








guisante  (De  Vries  y  col.,  1983;  1985;  Williams  y  col.,  1990)  y  posteriormente  se 
caracterizaron en garbanzo (Muñoz y col., 1997). La función en el desarrollo vegetal de estas 












genes  ST  comparten  una  misma  estructura.  Estos  genes  forman  familias  multigénicas  de 
número  variable  en  función  de  la  especie  (entre  2  y  6).  En Medicago  truncatula  hemos 
encontrado la familia multigénica más numerosa, con 6 genes ST  lo que,  junto al hecho de 
que  sea  una  planta  leguminosa  modelo,  nos  ha  llevado  a  centrar  nuestro  trabajo  en  la 
caracterización de  la  familia ST en esta especie.  Los genes ST de M. truncatula  tienen una 
distribución  característica  en  el  genoma  que  sugiere  que  algunos  de  los  genes MtrST  se 
pueden  haber  generado  por  duplicación,  que  es  un mecanismo  frecuente  de  evolución  y 
pueden haber sufrido fenómenos de subfuncionalización o neofuncionalización (revisado en 
Koonin, 2005). 
Sin  duda,  la  característica  más  relevante  de  las  proteínas  ST  es  la  presencia  de 
repeticiones en tándem con un elevado grado de conservación en su secuencia. De acuerdo 
a la longitud de sus repeticiones se engloban en la Clase III (repeticiones de 5 a 40 residuos) 











La  secuencia  consenso  de  la  repetición  comienza  por  un  hexapéptido muy  conservado 
(D/EFEPRP),  seguido  de  4  aminoácidos  (región  X4)  que  determinan  la  clasificación  de  las 
proteínas  ST,  y  una  Tyr  en  posición  11  que  forman  el  núcleo  de  la  repetición  ST. 
Frecuentemente  las  proteínas  con  repeticiones  en  tándem  se  han  asociado  con  el 
establecimiento  de  uniones  proteína‐proteína  o  con  otros  ligandos.  La  variabilidad  de  la 
región  X4,  ha  permitido  establecer  3  tipos  diferenciados  dentro  de  la  familia  y  esta  zona 
podría dar lugar a un bolsillo hidrofóbico de reconocimiento de ligandos. La abundancia de 
Tyr en  las proteínas ST nos  llevó a considerar que quizá  fueran objeto de  fosforilación por 
Tyr kinasas pero la mayoría de las Tyr de las repeticiones no estarían sujetas a fosforilación y 
únicamente MtrST1  y  MtrST6  tienen  un  posible  sitio  de  modificación  por  Tyr  kinasas.  Al 
contrario que en el conjunto de la familia, dentro de una misma proteína ST las repeticiones 
están  muy  conservadas  en  toda  su  longitud,  tal  y  como  se  ha  comprobado  mediante  el 
algoritmo T‐REKS  (Jordá y Kajava, 2009), y  se ha relacionado el grado de perfección de  las 
repeticiones con la tendencia de las proteínas a ser intrínsecamente desestructuradas (IUP) 
(Jordá  y  col.,  2010).  La  posibilidad  de  que  las  ST  sean  IUP  no  se  puede  descartar  por  el 
momento,  ya  que  presentan  características  propias  de  estas  proteínas  (Mathura  y  col., 
2001).  La  familia  ST  se  ha  asociado  al  dominio  de  función  desconocida  2775  (DUF2775) 
(Marchler‐Bauer  y  col.,  2011)  que  comprende  una  parte  de  la  región  no  repetida  de  las 
proteínas  y  3  repeticiones  en  tándem  pero  que  a  la  vista  de  nuestros  resultados  quizá 
debiera reconsiderarse su definición.  
La  presencia  de  un  péptido  señal  en  la  secuencia  de  las  proteínas  ST  indica  que  estas 
proteínas  se  dirigen  a  la  vía  de  secreción  celular  y  por  lo  tanto,  podrían  encontrarse  en 
distintos compartimentos en el interior de la célula vegetal, así como en la pared celular de 
la  misma.  Los  algoritmos  bioinformáticos  utilizados  en  este  trabajo  no  proporcionan 
resultados  concluyentes.  Sin  embargo,  los  resultados  obtenidos  in  vivo  utilizando  plantas 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descartado  que  las  proteínas  ST  de  garbanzo  sean  proteínas  estructurales  de  la  misma 
(Iglesias, 2007) y se ha establecido que CarST1 no está unida a  la matriz polisacarídica por 
enlaces  covalentes  o  iónicos,  indicando  que  estas  proteínas  permanecen  solubles  en  el 







analizando  los  promotores,  in  silico  e  in  vivo,  y  estableciendo  la  acumulación  de  sus 
transcritos.  Considerando  de  forma  general  el  conjunto  de  resultados  obtenidos  en  este 
trabajo  las  proteínas  MtrST  de M.  truncatula  (que  denominaremos  simplemente  ST  en 
adelante)  se  pueden  agrupar  en  3  grupos  funcionales  que  curiosamente  coinciden  con  su 
localización  en  el  genoma:  el  formado  por  la  proteína  ST1,  cuyo  gen  se  halla  en  el 
cromosoma  4;  el  que  constituyen  las  proteínas  ST2  y  ST3,  codificadas  por  2  genes 
consecutivos  en  el  cromosoma  3;  y  el  que  engloba  a  las  proteínas  ST4,  ST5  y  ST6,  cuyos 
genes también se encuentran próximos en el cromosoma 3. Esta especialización dentro de 
los miembros de una misma familia de proteínas, se corresponde con una posible evolución 





El  primer  aspecto  común  está  relacionado  con  la  estructura  de  los  pST.  El  análisis 
bioinformático  de  estos  promotores  indica  que  tienen  una  caja  TATA  para  determinar  el 





de M.  truncatula. Además,  todos  los pST  contienen elementos cis  de  regulación  (CRE) por 
factores  endógenos  (específicos  de  órganos  o  tejidos,  hormonas  y  enhancer)  y  exógenos 




encontrados  in  silico,  en  torno  al  5 %,  constituirá  un  sitio  real  de  unión  de  un  factor  de 
transcripción (TF) y será funcional (Hardison y Taylor, 2012). 
Dentro  de  las  características  comunes  en  la  actividad  de  todos  los  pST  durante  el 
desarrollo  vegetativo  destacamos:  su  actividad  en  luz  y  oscuridad;  su mayor  actividad  en 
etapas  tempranas  del  desarrollo;  su  actividad  en  órganos  vegetativos,  principalmente  en 
raíces;  y  su  actividad  en  el  cilindro  vascular  y  los  nervios  de  las  hojas.  Por  otra  parte,  el 
análisis  de  la  acumulación  de  transcritos  confirma  en  numerosas  ocasiones  los  resultados 
del estudio de la actividad de promotores y permite matizar algunos resultados. 
Los pST de M. truncatula se activan en plántulas creciendo en oscuridad y en luz, lo que 
está de acuerdo con  lo establecido en guisante y garbanzo en  los que  los transcritos ST  se 
acumulan  tanto  en  plántulas  etioladas  como  verdes  (De  Vries  y  col.,  1983; Muñoz  y  col., 
1997). Sin embargo, mientras generalmente las actividades de los promotores son más altas 




varios  CRE  lo  que  determina  finalmente  el  efecto  de  ésta  (Terzaghi  y  Cashmore,  1995; 
Argüello‐Astorga y Herrera‐Estrella, 1996). 
La  comparación de plántulas etioladas  y  verdes,  además de para estudiar  la  regulación 
por luz, es un buen sistema para establecer la relación de una proteína con el crecimiento en 
elongación, una de las posibles funciones postuladas para las ST y la más estudiada hasta el 
momento,  sobre  todo  en  garbanzo  (Muñoz  y  col.,  1997;  Hernández‐Nistal  y  col.,  2006; 
Hernández‐Nistal y col., 2010; Albornos y col., 2014). Sin embargo, nuestros resultados nos 
llevan a considerar que, en general, las proteínas ST no están relacionadas con la elongación. 
Aunque  determinados  datos  nos  hacían  pensar  que  la  proteína  ST1  pudiera  estar 
involucrada  en  el  proceso  de  elongación:  la  baja  acumulación  de  los mismos  en  plántulas 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etioladas  con  un  crecimiento  muy  rápido,  la  localización  de  la  actividad  pST1  asociada 
principalmente  a  los  haces  vasculares,  el  efecto  contradictorio  de  GA  y  BL  y  la  fuerte 
inducción  de  la  acumulación  del  transcrito  causada  por MeJA,  un  regulador  negativo  del 
crecimiento  (Yamane  y  col.,  1980;  Ueda  y  Kato,  1982),  nos  hace  descartar  esta  función 
también para la proteína ST1. 
Cuando consideramos el estado de desarrollo de la planta, la actividad de todos los pST y 
la  acumulación  de  los  transcritos  en  los  órganos  vegetativos  es  siempre  mayor  en  los 
estados  de  menor  desarrollo.  Esta  mayor  acumulación  de  los  transcritos  ST  en  órganos 
jóvenes  concuerda  con  la  presencia  de  CRE  asociados  a  la  expresión  específica  en  zonas 
meristemáticas. El elemento más abundante en relación con la expresión en meristemos es 











Los  cortes  histológicos  de  raíces  revelaron  que  había  diferencias  a  nivel  tisular  en  la 
actividad de  cada promotor en  la  raíz.  Estas diferencias en  la expresión de  los pST  a nivel 
tisular  reflejan  diferencias  en  la  regulación  de  estos  genes  que  podrían  implicar  además 
diferencias  funcionales.  La  asociación  entre  la  actividad  de  los  pST  y  el  cilindro  vascular, 
también relaciona las proteínas ST con células próximas a los haces vasculares como son las 
células de transferencia, que facilitan la  llegada de nutrientes. Las células de transferencia, 
se  desarrollan,  por  ejemplo,  en  los  ápices  de  plántulas  jóvenes  (Pate  y  col.,  1970),  en  las 
venas menores  de  las  hojas  (Talbot  y  col.,  2001)  o  en  zonas  de  ramificación  (Royo  y  col., 






nutrientes  a  los  nuevos  órganos  en  desarrollo  y  apoyaría  una  función  de  las  ST  en  el 
almacenamiento y/o movilización de reservas (Albornos y col., 2014). 
Además  de  las  características  comunes  que  hemos  encontrado  en  la  actividad  de  los 
pST,  los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo,  basados  sobre  todo  en  el  nivel  de  los 
transcritos de cada uno de los genes ST y el efecto de los diferentes tratamientos sobre su 
acumulación, han sido determinantes para establecer los 3 grupos funcionales en las ST de 
M.  truncatula  antes  indicados.  A  pesar  de  que  en  nuestro  estudio  la  regulación  de  la 
expresión  del  gen  ST1  tiene  características  comunes  con  ST2  y  ST3,  muestra  algunas 
diferencias  fundamentales  con  estos,  en  especial  con  respecto  a  la  acumulación  de 
transcritos  en  los  diferentes  tratamientos  analizados.  Es  por  ello  que  consideramos  que 
debe constituir un grupo aparte. El hecho de que solo los transcritos de los genes ST1, ST2 y 
ST3 sean abundantes en casi todos los momentos del desarrollo analizados, sobre todo ST2 
y ST3,  puede  reflejar  que  algunas  proteínas  ST  realizan  su  función durante  el  desarrollo  y 
otras actúan en procesos que tienen lugar en respuesta a condiciones muy determinadas. 
La proteína ST1 es muy similar a CarST1 a nivel de secuencia, y dado que el tipo I dentro 
de  la  familia  ST  es  un  grupo  bien  diferenciado  y  las  especies  que  presentan  ST  de  tipo I 
contienen solo una, es posible que todas las proteínas ST1 tengan una misma función en el 
desarrollo vegetal, al contrario que ocurre con  las ST de  los otros  tipos. Existen evidencias 
experimentales a  favor y en contra de que  la proteína ST1 de M.  truncatula puede ser un 
tipo  de  proteína  de  almacenamiento  vegetativo  (VSP),  si  bien  consideramos  mas 





el  único  promotor  que  presenta  el  CRE  denominado  P1BS,  relacionado  con  la  activación 
transcripcional de transportadores de Pi, es posible que  la proteína ST1 tenga una  función 
más  amplia  en el  estatus nutricional  de  la planta  y no  solo en el  del N2.  Estos  resultados, 
podrían  relacionar  la  proteína  ST1  con  el  establecimiento  de  la  simbiosis  con  bacterias 
fijadoras  de  N2  y  con  hongos  formadores  de  micorrizas,  lo  que  vendría  apoyado  por  el 
elevado número de transcritos encontrados en genotecas realizadas a partir de plantas en 
las  que  se  están  estableciendo  este  tipo  de  simbiosis.  Existen  más  datos,  algunos 








ET  (Penmetsa  y  Cook,  1997;  Oldroyd  y  col.,  2001)  y  SA  (Martinez‐Abarca  y  col.,  1998), 
disminuyen drásticamente los transcritos ST1. 
El  siguiente grupo de nuestra clasificación  funcional  lo  integran ST2 y ST3. La actividad 
de  los  promotores  pST2  y  pST3  así  como  la  alta  acumulación  de  los  correspondientes 





Aparte  del  hecho  de  que  los  transcritos  ST2  y  ST3  son  los  más  representados  de  la 
familia  de M.  truncatula  en  prácticamente  todas  las  condiciones  analizadas,  una  de  las 
características más destacadas de estos 2 genes es la fuerte acumulación de sus transcritos 
en  las  semillas  verdes,  lo  que  está  en  consonancia  con  la  elevada  cantidad  de  CRE 
relacionados con la expresión génica en semillas, muchos de ellos específicos de promotores 
de  genes  de  proteínas  de  reserva  de  semillas  (SSP).  Se  ha  establecido  que  las  ST  podrían 
comportarse  como  SSP.  Sin  embargo,  se  ha  comprobado  que  pST2  y  pST3  no  presentan 
ninguna  de  las  combinaciones  de  CRE  características  de  los  promotores  de  genes  SSP 
(revisado  en  Vicente‐Carbajosa  y  Carbonero,  2005).  El  hecho  de  que  los  transcritos  ST2  y 
ST3,  además  de  inducirse  fuertemente  en  la  etapa  final  de  formación  de  la  semilla, 






de  proteínas  LEA  establecidos,  contienen  repeticiones  en  tándem  de  una  secuencia 
conservada  (revisado  en  Battaglia  y  col.,  2008)  y  finalmente  ambos  tipos  de  proteínas 
podrían ser IUP, y así se ha confirmado en algunas LEA (Lisse y col., 1996; Thalhammer y col., 
2010; Boucher y col., 2010). Según el patrón de activación de los promotores y el perfil de 
acumulación  de  los  transcritos  las  proteínas  ST2  y  ST3  se  podrían  localizar  en  los mismos 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momentos  del  desarrollo  en  los  que  se  ha  descrito  la  presencia  de  las  proteínas  LEA 
(Nylander y col., 2001; Rorat y col., 2004; Hundermart y Hicha, 2008).  
Al  igual  que  las  ST,  las  proteínas  LEA  se  han  detectado  en  diferentes  etapas  del 
desarrollo de  las plantas en  respuesta a condiciones de déficit hídrico ya  sean  fisiológicas, 
como la maduración de la semilla, o bien ocasionadas por estreses ambientales derivados de 
la sequía, la salinidad o las bajas temperaturas (revisado en Battaglia y col., 2008). De hecho, 
por  su  localización  subcelular  la  proteína  ST3  podría  contribuir  a  la  estabilidad  de  las 
membranas  en  condiciones  de  choque  osmótico.  Esta  función  en  la  deshidratación  se  ve 




(3  y  4  respectivamente)  y  al  igual  que muchos  promotores  inducibles  por  ABA  contienen 
también  elementos  G‐box  (CACGTGMOTIF),  que  son  elementos  auxiliares  necesarios  para 
que ocurra  la  inducción mediada por otros CRE de respuesta a diferentes estímulos, como 
los  ABRE  (Donald  y  Cashmore,  1990;  Kim  y  col.,  1992;  Shen  y  Ho,  1995).  Además,  estos 
promotores contienen sitios LTRE (low temperature responsive element) y los sitios de unión 
a  TF MYB  y MYC  (Shinozaki  y  col.,  2003;  Yamaguchi‐Shinozaki  y  Shinozaki,  2006),  aunque 
solo  pST3  presenta  sitos  de  unión  de  TF  DRE/CTR  (dehydration‐responsive  element/C 
repeat)  (DRECRTCOREAT).  En  relación  con  el  estrés  abiótico,  también  es  interesante  la 
activación de pST3 por el  tratamiento  con MeJA y  la  acumulación de  los  transcritos ST2  y 
ST3.  Los  TF  WRKY,  presentes  en  ambos  promotores,  que  tradicionalmente  se  han 
relacionado  con  el  estrés  biótico,  tienen  un  papel  relevante  en  la  regulación  del  estrés 
abiótico (Qiu y Yu, 2009). Además de las características de la regulación de los genes ST2 y 
ST3 que hemos expuesto hasta ahora, la relación de las ST con el estrés abiótico se refleja en 
el  perfil  EST,  donde  un  alto  porcentaje  de  secuencias  se  han  encontrado  en  plantas 
sometidas a algún estrés de este tipo, especialmente sequía y salinidad. 
Finalmente,  los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo  nos  llevan  a  incluir  las  proteínas 
ST4,  ST5  y  ST6  en  un  mismo  grupo  funcional.  Los  niveles  de  sus  transcritos  son  mucho 
menores  que  el  resto  de  la  familia  ST,  e  incluso  indetectables  durante  el  desarrollo 
vegetativo, lo que implica que pudieran tener funciones muy específicas. De acuerdo con la 




en  la  interacción  con  otros  organismos,  aunque  no  descartamos  que  también  otros 
miembros de la familia puedan participar en estos procesos. 
La  combinación  de  CRE  encontrada  en  cada  uno  de  los  6  pST  de M.  truncatula  fue 
diferente,  excepto  en pST4  y pST6, que  tenían  los mismos  elementos  en  un  número muy 
similar. Este hecho apuntaría a que ambos genes tienen una regulación semejante y a que 
las  proteínas  que  codifican  podrían  intervenir  en  los  mismos  procesos,  llevando  a  cabo 
funciones  similares  y/o  complementarias.  Tanto  la  actividad  de  los  promotores  como  los 
niveles de acumulación de los transcritos en plántulas indican que la acumulación del ST6 es 
mayor  que  la  del  ST4,  cuyos  transcritos  no  se  detectaron  en  ningún  estado  ni  órgano  de 





Las  proteínas  ST4  y  ST6  se  han  relacionado  con  el  establecimiento  de  interacciones 
bióticas por diferentes razones. El estudio in silico de los promotores pST4 y pST6 indica que 
contienen una mayor proporción de CRE  asociados  con  las  respuestas de defensa que  los 
otros  pST.  Concretamente,  pST4  y  pST6  presentan  un  elevado  número  de  sitios  W‐box 
(WRKY71OS)  que  es  el  núcleo  de  la  secuencia  de  unión  de  los  TF WRKY,  considerados  un 
elemento central en la regulación de la defensa (Eulgem y Somssich, 2007) y sitios de unión 
para  los  TF  TGA  (ASF1MOTIFCAMV)  (Niggeweg  y  col.,  2000)  relacionados  con  la  inducción 
mediada  por  SA  de  numerosos  genes  PR  (pathogenesis  related)  (Strompen  y  col.,  1998, 
Grüner y col., 2003). En cambio, pST4 y pST6 carecen de sitios GCC‐like que son los CRE a los 
que se unen los TF AP2/ERF que median las respuestas de defensa dirigidas por ET (Eulgem y 
Somssich,  2007).  Otro  aspecto  que  apoya  la  participación  de  ST4  y  ST6  en  las  relaciones 
bióticas, es el hecho de que las principales hormonas de defensa: MeJA, SA y ET, modifican 
significativamente  los  niveles  de  acumulación  de  sus  transcritos.  Sin  embargo,  pese  a  la 
similitud de sus promotores, nuestros resultados indican que la expresión de los genes ST4 y 
ST6  se  regula  a  través  de  rutas  diferentes  en  la  señalización  de  defensa:  JA  y  SA, 
respectivamente. 
El  perfil  de  acumulación  de  transcritos ST4 es  típico  de  genes  regulados  en  la  ruta  de 




del  JA  (Howe  y  Jander,  2008),  respaldando  nuestra  idea  de  que  la  proteína  ST4  tiene  un 
papel en la defensa de la planta frente a herbívoros. 
Una característica muy peculiar en la regulación de la acumulación de los transcritos ST6 
es  que  tanto  el  SA  como  el  ET  promueven  su  aumento.  La  acción  conjunta  de  estas 
hormonas no ha sido apenas descrita en el estudio de la defensa, pero se ha encontrado que 
frente a algunos patógenos hemibiotrofos la planta activa tanto la vía del SA como la del ET 
(Sasek  y  col.,  2012),  lo  que  puede  explicar  que  este  transcrito  se  induzca  por  ambas 
hormonas.  La  composición  en  CRE  del  promotor  pST6  y  el  efecto  de  las  hormonas  de 
defensa sobre la acumulación de los transcritos apuntan a un papel de la proteína ST6 en la 
defensa frente a patógenos biotrofos. Numerosos autores han señalado que la acumulación 









ha  acumulado  el  transcrito  ST5,  similares  a  las  de  la  defensina  PDF1.22  (Penninckx  y  col., 
1998), relacionan a la proteína por ellos codificada con la respuesta de defensa a patógenos 
necrotrofos. 
Los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo  ponen  de  manifiesto  la  especificidad  de  la 
regulación  de  la  expresión  génica  en  la  familia  ST  de M.  truncatula.  Sin  duda,  esto  debe 
traducirse  en  una  cierta  especialización  funcional  de  las  proteínas  como  proponemos  en 
esta discusión.  
5 Conclusiones 
1.  Las  proteínas  ST  son  un  nuevo  tipo  de  proteínas  exclusivas  de  algunas  familias  de 
dicotiledóneas dentro del Reino Vegetal. Se caracterizan por la presencia del dominio 
DUF2775 y están codificadas por familias multigénicas de hasta 6 miembros, como en 
Medicago  truncatula.  Los  genes  ST  mantienen  una  estructura  conservada  con  un 
intrón próximo al extremo 5´.  Las proteínas ST  tienen 3  regiones bien diferenciadas: 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un  péptido  señal,  una  zona  N‐terminal  no  repetida  y  una  zona  de  repeticiones  en 
tándem.  El  núcleo  de  las  repeticiones  consiste  en  un  hexapéptido muy  conservado, 
seguido  de  un  tetrapéptido  variable  que  denominamos  X4  y  una  Tyr  en  posición  11 
totalmente  conservada.  Según  la  secuencia del  tetrapéptido X4  se pueden dividir  en 
tres tipos estructurales. A pesar de que las proteínas ST presentan ciertas similitudes 
con  las  proteínas  con  repeticiones  en  tándem  de  la  Clase  III,  tienen  características 
únicas que no permiten incluirlas claramente en ninguno de sus grupos, pudiendo ser 
proteínas intrínsecamente desestructuradas. 
2.  Las proteínas ST  tienen un péptido señal que  las  introduce en  la vía de secreción,  si 
bien el  análisis bioinformático no permitió determinar  su  localización  subcelular.  Sin 








activan  en  diferentes  etapas  y/o  tejidos  durante  el  desarrollo  de  flores,  frutos  y 
semillas. El estudio de los elementos cis reguladores y la actividad de los promotores, 
así  como  el  análisis  de  la  acumulación  de  los  transcritos,  revela  diferencias 
significativas entre los 6 miembros de la familia multigénica de Medicago truncatula, 
lo  que  nos  ha  llevado  a  establecer  3  grupos  funcionales,  confirmando  nuestra 
hipótesis de partida de que cada ST puede tener funciones específicas. 
4.  La  proteína  ST1  podría  estar  relacionada  con  el  estatus  nutricional  de  la  planta,  en 
concreto con el metabolismo y movilización del nitrógeno y el fosfato inorgánico.  
5.  Las proteínas ST2 y ST3, cuyos transcritos son los mas representados, forman un grupo 
funcional  y parecen  relacionadas  con  la protección  frente a  la desecación, de  forma 
similar a las proteínas abundantes en la embriogénesis tardía o proteínas LEA. 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